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摘  要 
摘    要 
不溶性 β-淀粉样蛋白（β-amyloid, Aβ）的沉积是阿尔茨海默症（Alzheimer’s 
disease, AD）的中心环节，Aβ是由 β-淀粉样蛋白前体蛋白（β-amyloid precursor 
protein, APP）经 β-分泌酶和 γ-分泌酶顺序切割产生。β-位点 APP 剪切酶 1（β-site 
APP cleaving enzyme 1, BACE1）是主要的 β-分泌酶。由于 BACE1 在 Aβ形成
过程中的关键作用，近年来已经成为 AD 研究及治疗的热点之一。BACE1 与
APP 在细胞内的转运过程受到许多其他因素的调节，它们在质膜、内体/溶酶体、
高尔基体反面膜囊（Trans Golgi Network, TGN）以及早期分泌途径之间的转运
和定位在很大程度上影响了 Aβ的产生。因此鉴定和研究能够调控 BACE1 在细
胞内转运的蛋白，对 AD 的研究具有重要意义。 
SNX12（Sorting nexin12, SNX12）是 SNX 蛋白家族（Sorting nexin family 
proteins, SNXs）的一个成员，而 SNX 家族蛋白在蛋白质的细胞内转运过程中起
到非常重要的作用，虽然 SNX 家族中一些成员的功能已经有详细的报道，但是
SNX12 的功能仍不清楚。在本论文的研究中我们发现，过量表达 SNX12 能够降
低 Aβ 的产生，这种作用是 SNX12 通过影响 BACE1 对 APP 的切割而引起的。
进一步的结果显示，SNX12 主要定位于早期内体中，它能够与 BACE1 相互作用。
SNX12 通过与 BACE1 的相互作用调节了 BACE1 在细胞内的转运和定位，使一
部分 BACE1 滞留于早期内体中，导致细胞内处于同一区域的 BACE1 与 APP 减
少，使经过 BACE1 切割的 APP 减少，从而减少了 Aβ的产生。 
总之，我们的研究不仅有助于揭示 SNX12 的生物学功能，丰富了 BACE1























The deposition of insoluble β-amyloid (Aβ) is the key link of Alzheimer’s disease 
(AD). Aβ is produced by sequential proteolytic cleavage of the β-amyloid precursor 
protein (APP) by β-secretase and γ-secretase, and β-site APP cleaving enzyme 1 
(BACE1) is considered to be the major β-secretase. Hence, BACE1 has been 
identified as the key setecrase leading to Aβ formation. Many factors are involved in 
the tranficking of BACE1 and APP. Aβ production is affected by the trafficking of 
BACE1 and APP among plasma membrane, endosome/lysosome, Trans Golgi 
Network (TGN) and early secretary pathway. Therefore, the identification of factors 
regulating BACE1 trafficking will be important for AD research. 
Sorting nexin 12 (SNX12) is a member of the sorting nexin family proteins 
(SNXs), which are known to participate in protein tranficking in cells. Although the 
functions of some SNXs have been studied, so far the function of SNX12 is unclear. 
Here, we studied the involvement of SNX12 in the regulation of Aβ generation. Our 
results showed that overexpression of SNX12 decreased Aβ generation by affecting 
the β-site cleavage of APP. We observed the localization of SNX12 in Hela cells and 
found that SNX12 mainly localized in early endosome and was partialy colocalized 
with BACE1. In addition, overexpression of SNX12 attenuated the colocalization of 
APP and BACE1. These results demonstrated that SNX12 can modulate the 
generation of Aβ through interacting with BACE1 and regulating the subcellular 
localization of BACE1. 
Therefore, the present research may provide new evidence for elucidating the 
biological functions of SNX12, enrich the regulatory mechanism of BACE1 

















目  录 
目    录 
第一章 前言..............................................................................................................1 
1 阿尔茨海默症 ....................................................................................................1 
1.1 阿尔茨海默症概述...................................................................................1 
1.2 AD 的主要病理学特征............................................................................1 




3 APP 与三种分泌酶 .............................................................................................5 
3.1 APP 及其功能 ...........................................................................................5 
3.2 APP 的转运 ...............................................................................................8 
3.3 α-分泌酶....................................................................................................9 
3.4 β-分泌酶 ..................................................................................................10 
3.5 γ-分泌酶 ..................................................................................................10 
4 BACE1 研究进展 .............................................................................................10 
4.1 BACE1 的发现 ........................................................................................10 
4.2 BACE1 的结构 ........................................................................................11 
4.3 BACE1 的功能 ........................................................................................12 
4.4 BACE1 的翻译后修饰和转运 ................................................................13 
5 SNX12 及 SNX 家族蛋白研究进展 ................................................................16 
5.1 SNX 家族蛋白的结构及分类.................................................................16 
5.2 SNX 家族蛋白的定位.............................................................................17 
5.3 SNX 家族蛋白的功能.............................................................................18 
6 本论文研究的内容与意义 ..............................................................................21 
第二章 材料与方法..............................................................................................22 
1 材料 ..................................................................................................................22 













目  录 
3 实验方法 ..........................................................................................................27 
第三章 结果与分析..............................................................................................35 
1 过表达 SNX12 降低 Aβ水平 ..........................................................................35 
2 SNX12 不影响 γ-分泌酶的活性及 γ-分泌酶组分的蛋白水平......................36 
3 SNX12 对 APP、BACE1 的蛋白水平及 BACE1 的活性没有影响 ............37 
4 SNX12 影响 APP 的 β-位点切割 ....................................................................39 
5 SNX12 主要定位于早期内体而不是晚期内体 ..............................................40 
6 BACE1 与 SNX12 存在相互作用且共定位于早期内体中 ...........................42 





































Table of Contexts 
Table of Contexts 
Chapter 1 Introduction......................................................................................1 
1 Alzheimer’s disease ............................................................................................1 
1.1 Alzheimer’s Disease overview .................................................................1 
1.2 Pathological characteristics of Alzheimer’s disease .................................1 
2 Aβ and Aβ cascade hypothesis ..........................................................................3 
2.1 Production of Aβ.......................................................................................3 
2.2 Aβ cascade hypothesis ...............................................................................4 
2.3 Aβ toxicity .................................................................................................5 
3 Amyloid precursor protein and secretases.......................................................5 
3.1 APP and its functions.................................................................................5 
3.2 APP trafficking .........................................................................................8 
3.3 α-secretase..................................................................................................9 
3.4 β-secretase................................................................................................10 
3.5 γ-secretase ................................................................................................10 
4 Advances in BACE1 research .........................................................................10 
4.1 Discovery of BACE1 ...............................................................................10 
4.2 Structure of BACE1.................................................................................11 
4.3 Functions of BACE1................................................................................12 
4.4 Post-translational Modification and Trafficking of BACE1....................13 
5 Advances in SNX12 and SNX family proteins research ...............................16 
5.1 Structures and classification of SNX family proteins.............................16 
5.2 Localizations of SNX family proteins .....................................................17 
5.3 Functions of SNX family proteins ...........................................................18 
6 Purposes and Contents of This Thesis ...........................................................21 
Chapter 2 Materials and methods..............................................................22 
1 Materials ...........................................................................................................22 














Table of Contexts 
Chapter 3 Results and analyses ...................................................................35 
1 Overexpression of SNX12 reduces the level of secreted Aβ .........................35 
2 SNX12 neither affects γ-secretase activity nor protein levels of its 
components ..........................................................................................................36 
3 SNX12 neither affects the protein level of APP and BACE1 nor the in vitro 
activity of BACE1 ...............................................................................................37 
4 SNX12 affects β-site cleavage of APP .............................................................39 
5 SNX12 is mainly localized in early endosome but not in late endosome.....40 
6 BACE1 colocalizes and interacts with SNX12 in early endosome...............42 
7 SNX12 reduces APP-BACE1 colocalization and interferes with their 
interaction ............................................................................................................44 





























英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s disease 老年痴呆症；阿尔茨海默症 
AICD APP intracellular domain APP 胞内端 
Aβ β-amyloid β-淀粉样蛋白 
APP β-amyloid precursor protein β-淀粉样蛋白前体蛋白 
APLP1/2 APP-like protein 1/2  
ACDL Acid cluster dileucine 酸性双亮氨酸簇 
ADAM A disintegrin and metalloproteinase  
ApoE Apolipoprotein E 载脂蛋白 E 
BACE1 β-site APP cleaving enzyme 1 β-位点 APP 剪切酶 1 
CHT Choline transporter 胆碱转运蛋白 
cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
APP CTF APP C-terminal fragment APP C 端片段 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Dulbecco 改良 Eagle 培养基 
ER Endoplasmic Reticulum 内质网 
EGFR  Epidermal growth factor receptor 表皮生长因子受体 
FAD Familial form of AD 家族性 AD 
GGA ADP ribosylation factor-binding ADP 核糖基化因子 
LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein 低密度脂蛋白受体相关蛋白 
NFT Neurofibrillar tangles 神经元纤维缠结 
NCT Nicastrin  
NICD Notch intracellular domain  
NTF N-terminal fragment  
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PEN-2 Presenilin enhancer 2  
PS Presenilin 早老素 
P3 3 kDa peptide  
PtdInsPs Phosphatidylinositol phosphates 磷脂酰肌醇磷酸盐 
PLD1 Phospholipase D1 磷脂酶 D1 
PDGFR Platelet-derived growth factor receptor 血小板衍生生长因子受体 
SNXs Sorting nexin family proteins SNX 家族蛋白 
siRNA Small interference RNA 小干扰 RNA 
SNX12 Sorting nexin 12  
TCA Trichloroacetic acid 三氯乙酸 
TGN Trans Golgi Network 高尔基体反面膜囊 























85 岁以上人群中 AD 的发病率达到 50%[2]。据统计，全世界患 AD 的病人超过
2000 万，而随着世界人口的老龄化，这一数字还会上升。美国人口预测估计，
到 2050 年全世界 80 岁以上的人群将达到 3.7 亿。中国从 2001 年到 2020 年处于
快速老龄化阶段，这一阶段，中国平均每年增加 596 万老年人口，年均增长速度
达到 3.28%，大大超过总人口平均 0.66%的增长速度，人口老龄化进程明显加快。
到 2020 年，老龄人口将达到 2.48 亿，老龄化水平将达到 17.17%，其中 80 岁以
上老年人口将达到 3067 万人，占老年人口的 12.37%。由于 AD 的发病率逐年升
高，而且发病后治疗的费用巨大，而引起了全世界的重视，世界各国正在积极研
究 AD 的病因和治疗措施。 
AD 是以 Alzheimer 医生的名字命名的。1906 年，在西南部的德国精神病学
家会议上，Alzheimer 医生首先对一个死于痴呆症的 55 岁的女性病人的神经病理
学和临床特征进行了描述[3]，包括临床上的进行性痴呆，并同时描述了在她脑中
观察到的病理学特征即淀粉样沉积斑和神经纤维缠结。 
1.2 AD 的主要病理学特征 
AD 的病理学特征主要包括神经细胞内的神经纤维缠结（Neurofibrillary 
Tangles, NFTs）和神经细胞外的淀粉样沉积斑（Amyloid Plaques）[4, 5]（图 1.1），
除此之外还观察到主要发生于颞叶中部的脑皮质萎缩及广泛的神经元缺失。自
1906 年 Alzheimer 医生描述了 AD 的主要病理学特征以来，很多神经病理学家和
神经病学家都致力于对痴呆的研究，特别是对这些纤维结构的研究，但进展缓慢。 

























AD 大脑中的淀粉样沉积斑主要由 4kDa 的 Aβ 肽组成[9]，Aβ 由 39~43 个氨
基酸残基构成，由于其基本结构中含 β 片层结构，故命名为 β 淀粉样蛋白
（β-amyloid protein, Aβ）。Aβ本身即具有神经毒性，能够引起氧化应激、引发
炎症反应并破坏钙平衡等。Aβ 的氨基酸序列在多种生物物理学方面呈现微观不
均一性。细胞中产生的 Aβ大约 95%是由 Aβ40（Aβ1-40）或 Aβx-40 组成，这些
Aβ 肽虽然氨基端各不相同但具有相同的 C 端[10]。另外约 5%的 Aβ 是 Aβ42 或
Aβx-42。对人脑和脑血管的研究表明，与 Aβ40 相比 Aβ42 更容易沉积[11, 12]，因
此 Aβ42 被认为是形成 Aβ寡聚体、纤维及淀粉样斑的罪魁祸首[13]。 
 
 









Figure 1. Two major pathologic characteristics of AD 
图 1.1 AD 的两个主要病理学特征 
Fig.1.1 Two major pathologic characteristics of AD 















2 Aβ与 Aβ级联假说 
2.1 Aβ的产生 





首先被 α-分泌酶在 Aβ区域的 Lys16~Leu17 位间剪切，产生一个可溶性的 APP N
端片段（soluble APP N-terminus, sAPP）sAPPα，并释放到胞外，同时留下 83 个
氨基酸的 APP C 端片段（C-terminal fragment, CTF），即 APP-αCTF 或 C83。随
后 C83 能被 γ-分泌酶进一步剪切，产生不会聚集的约 3kDa 的肽段（3 kDa peptide, 
P3）和 APP 胞内端（APP intracellular domain, AICD）AICD。 
而在淀粉源水解途径中，APP 首先由 β-分泌酶在 Aβ区域的-1~1 位（β-位点
切割）或 10~11 位（β’-位点切割）剪切产生一个较大的可溶性 APP N 端片段
sAPPβ，剩下 99 或 89 个氨基酸的 APP C 端片段，即 APP-βCTF（C99 或 C89）。





























图 1.2 APP 的水解过程 
Fig.1.2 APP proteolysis 
注：引自Yun-wu Zhang, et al. Molecular Brain. 2011 
 
2.2 Aβ级联假说 
目前已经确定至少有四类基因与 AD 的发生有密切联系，包括 APP 基因突
变、载脂蛋白 E（ApoE）的多态性、早老素蛋白 1（Presenilin 1, PS1）和早老素
蛋白 2（Presenilin 2, PS2）基因突变等。 
Aβ 级联假说认为：大脑中过量的 Aβ 聚集和沉积引发了一系列下游的复杂
的级联反应， 终导致 AD[22]（图 1.3）。首先由于 APP、PS1 或 PS2 基因突变等



























病人大脑中的淀粉样斑。因此，AD 脑中野生型的 Tau 引起的神经纤维缠结发生
于 Aβ代谢改变之后[25]。第二，同时过量表达人 APP 和 Tau 突变基因的转基因
小鼠与仅过量表达 Tau 的小鼠相比，其 Tau 纤维缠结增加，而淀粉样斑块的结构
和数量并没有变化[26]。因此，在 AD 病变过程中 APP 水解的变化发生于 Tau 蛋
白改变之前。第三，APP 转基因小鼠与 ApoE 缺失小鼠杂交，其后代大脑中 Aβ
沉积显著减少[27]，这证明人 ApoE 基因的遗传变异性参与了 Aβ代谢。第四，越
来越多的证据表明 Aβ分解代谢和清除中的遗传变异与迟发性 AD 有关[28]。总之，
这四个发现与大脑中 Aβ聚集和沉积是 AD 发病的主要影响因素这一观点是一致








3 APP 与三种分泌酶 
由于 Aβ的异常生成在 Aβ级联反应中占有重要地位，因此，对 APP 及三种
分泌酶的相关研究具有重要意义。 


























图 1.3 Aβ级联假说 
Fig.1.3 Aβ cascade hypothesis 
注：引自 John Hardy, et al. Science. 2002 
 
哺乳动物的APP是Ⅰ型跨膜蛋白，其蛋白家族包含APP类似蛋白1（APP-like 
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